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菌株!其
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#$采用均匀设计

原理对
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菌株产胞外多糖的发酵工艺进行优化!利用统计软件
CQCC

"

$#)')

#分析!得到
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大培养制备成细菌持水剂!实验条件下达到较好的持水效果$
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"是指微生物在生长代谢活动中分泌到细胞壁外

的多糖或多糖混合物$它们也可依附于微生物细胞壁

形成荚膜!
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"%微生物胞外多糖与其

自身对环境的适应性以及构建特定的微环境有密切

关系'
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%近年来$越来越多的微生物多糖在生产和

生活中发挥广泛的作用$如
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"#野油菜黄单胞杆菌产生的黄原胶是世界上生

产规模最大)用途最广的微生物多糖$被广泛应用于

食品)医药)采油)纺织)陶瓷)印染)香料)化妆品及消

防等领域'
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%一些低营养细菌!如芽袍杆菌"具有黏

性荚膜或厚的果胶质外壁$能分泌大量黏液$这些具

有黏性附属物的菌体和黏液能将矿物颗粒粘结$形

成球状表面团聚'
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%王进军等'
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(从黄土中分离得到

!

株富含多糖的细菌$研究表明这些细菌在土壤中具

有明显持水效果$并认为其持水能力与其胞外多糖有

密切关系$这为开展微生物胞外多糖在干旱土壤环境

中的应用提供了可能%

众所周知$发生在中国西南地区的石漠化和北

方的荒漠化是目前广受关注的环境问题$而缺水和

干旱是造成以上环境问题的主要原因之一'
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足微生物持水作用的研究报道目前还很稀缺$但鉴

于微生物个体微小)种类繁多)生长迅速和易于工业

化培养等特性$探讨微生物及其胞外多糖在干旱环

境土壤中的应用显然是非常必要的%

微生物产生胞外多糖受外界营养状况和环境条

件的影响$其生物合成途径)产物种类及流变学特

性)产量及产率与碳源)氮源)无机盐)
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值)温度

和通气状况等都有密切关系'
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$为有效利用微生

物的胞外多糖$对
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菌株的发酵条件进行了优

化研究$并针对贵州喀斯特地貌地表水土流失问题$

对微生物持水剂应用的可能性做了初步探讨%
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材料与方法
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菌种来源与分子鉴定

从贵阳市郊玉米地根际土样中分离筛选得到

Vc)@

菌株$并对其进行基于
#AC-b(L

序列的细

菌分子鉴定%

参照分子生物学实验指南的方法提取基因组

b(L

%取
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对数期
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菌株培养液离心
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加入等体积的氯仿*异戊醇 !
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"混匀$离心
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G5.

$

=G5.

"取上清#加入等体积酚*氯仿*

异戊醇!

"=o"@o#

"$离心!

#))))-
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G5.

$

=G5.

"取上

清#重复这一步$直到上下层界面清楚$无蛋白在中

间#加 入
)'A

$

N

体 积 异 丙 醇 轻 轻 混 和 离 心

!
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G5.
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沉淀$将
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转移至

一 只 新 管$加 入
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缓冲液中%
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预变性
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然后进入循环$
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变性
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复性
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延伸
#G5.
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个循环$
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延伸
#G5.

%扩

增的
#AC-b(L

纯化后由上海联合基因有限公司直

接测序%测序引物与扩增引物相同%

从
V8.O/.J

中调取土壤杆菌属!
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"及

相近属菌株的
#AC-b(L

序列用于系统发育学分
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全序列用
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"软件包排

序$用
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模型计算进化距离$用邻接法!

(85

3

2O%-<
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"构建系统发生树$

#)))

次随机抽样$计算自

引导值!
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"以评估系统发生树的置信度%
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发酵培养基

蔗糖
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+
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$钾

长石粉
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$蒸馏水
#)))GN

$琼脂
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3

$
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K

值自然$

#"#n

灭菌
")G5.

%
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发酵终产物制备

采用摇瓶培养$改变碳源)氮源)钾长石粉添加

量)碳酸钙添加量及培养条件进行试验%在
"=)GN

三角瓶中装入
#))GN

液体培养基$灭菌后接种经

活化过的菌悬液%在
#")-

*

G5.

)

">n

下摇瓶培养

=H

$即得发酵终产物%
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胞外多糖提取

取
Vc)@

菌株培养液$于
=)))-

*

G5G

离心

")G5.

去除沉淀$上清液在旋转真空蒸发器
=)n

水

浴锅中浓缩
"@2

后$体积减少为原来的
#

*

!

$加入

!

倍浓缩液体积的
*=\

乙醇$

@n

冰箱下静置
#2

$

在
=)))-

*

G5.

离心
#)G5.

$去除上清液$得到白色

沉淀%再分别用无水乙醇)乙醚清洗沉淀$并
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G5.

离心
#)G5.

得多糖粗品$用
C87/

3

试剂

进行脱蛋白处理后$得较纯的多糖制品'

#@

(

%
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!

发酵工艺优化

均匀设计法是中国独创的一种重大的科学实验

方法$将数论与实验设计成功地相结合$适用于多因

素多水平实验设计$已广泛应用于生物)化工和制药

等领域'

#=

(

%笔者以牛肉膏和乙二醇分别作为氮源

和碳源$钾长石粉与碳酸钙为混合辅助成分$发酵液

初始
U

K

值与接种量为发酵条件$对
Vc)@

菌株所

产多糖发酵工艺进行优化%采用
6

*

!

*

A

"实验设计$

*

组实验$每组做
!

个重复发酵工艺优化参数如

表
#

$实验设计见表
"

%

表
9

!

发酵工艺优化参数
3

*

N

牛肉膏 乙二醇 钾长石粉 碳酸钙 初始
U

K

接种量*
\

#'=)) "'BB= )'>)) )'"))) B'))) =')))

#'B)) @'**= #'@)) )'!))) B'=)) A')))

"'))) B'"#= "'))) )'@))) >'))) B')))

表
:
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发酵工艺均匀设计表
3

*

N

序号 牛肉膏 乙二醇 钾长石粉 碳酸钙 初始
U

K

接种量*
\

# #'=)) "'BB= #'@)) )'!))) >'))) B')))

" #'=)) @'**= "'))) )'"))) B'=)) B')))

! #'=)) @'**= )'>)) )'!))) B'))) A')))
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* "'))) B'"#= "'))) )'@))) >'))) B')))
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微生物持水剂初步应用

#'A'#

!

土样选用及处理

选取贵阳市郊阿哈湖附近石漠化现象严重的一

座石山上的风化沙土$并将所采土样灭菌烘干备用%

#'A'"

!

微生物持水剂制备

按
B')))\

的接种量将
Vc)@

菌株接种到经改

进的基础发酵培养液中$

">n

培养
#H

后接种处理

过的土样%

#'A'!

!

实验方案

用一次性塑料杯装
")

3

经处理的风化沙土$加

入
=GN

细菌种子液!约为
=

3

"使沙土含水量饱和$

设为初始重量
#

!带杯质量"$此时为初始时间
M

%

同时设置在
")

3

土样中加入灭菌的菌液和无菌

水
"

个对照$每个处理设
!

个重复$分别置
">n

及

@=n

温箱%间隔一段时间称量土样质量!带杯质

量"$设为
>

$此时的测量时间设为
U

%以失水速率为

指标$绘制土样失水随时间的变化速率曲线%

#'A'@

!

土壤失水速率的测定

失水速率
&

#

(

>

U

(

M

$单位为
3

*

2

%

:

!

结果与讨论

:'9

!

细菌分子鉴定

用细菌通用引物扩增
Vc)@

的
#AC-b(L

基

因$共
#!BB

个碱基%将该序列与
V8.O/.J

中相关

数据进行相似性分析%结果表明$菌株
Vc)@

与土

壤杆菌属的部分菌株序列同源性较高!

**\

"$图
#

是该菌的系统发育树$可以看出
Vc)@

菌株与放射

形土壤杆菌!

M

O

+B>#H@%+"5N+#Z"B>#H@%+

"

#))\

的置

信度聚在一起%
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!

发酵工艺确定

以多糖产量为指标$采用均匀设计法对
Vc)@

菌株产胞外多糖的发酵工艺进行优化$以确定上述

几个关键因素的最佳水平和发酵工艺的最佳参数%

实验按表
"

的设计进行$结果见表
!

%
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第
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期
!!!!!!!

李
!

静!等%放射形土壤杆菌
Vc)@

胞外多糖发酵工艺及其持水作用分析
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图
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Ra=<

菌株的系统发育学地位

表
;

!

发酵工艺实验结果
3

*

N

实验号 牛肉膏 乙二醇 钾长石粉 碳酸钙 初始
U

K

接种量*
\

多糖产量

# #'=)) "'BB= #'@)) )'!))) >'))) B'))) #'"=A

" #'=)) @'**= "'))) )'"))) B'=)) B'))) #'=>#

! #'=)) @'**= )'>)) )'!))) B'))) A'))) #'@A>

@ #'B)) B'"#= "'))) )'"))) B'))) A'))) #'AAB

= #'B)) "'BB= )'>)) )'@))) >'))) A'))) #'!=*

A #'B)) "'BB= #'@)) )'"))) B'=)) ='))) #'="@

B "'))) @'**= )'>)) )'@))) B'=)) ='))) #'A>A

> "'))) B'"#= #'@)) )'!))) B'))) ='))) #'>*A

* "'))) B'"#= "'))) )'@))) >'))) B'))) #'B!!

!!

经统计软件
CQCC

!

$#)')

"分析钾长石粉这个

因子对多糖产量而言为不显著因素$剔除该因子$得

到回归方程&

LY)'""!Z#'>!=[

#

])'#)A[

"

])')>![

@

]

)')A@[

=

Z)')"*[

A

$线性相关系数
3Y)'*>#

$经
d

检验合格%
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根据线性回归方程&

[

#

!牛肉膏"

"')))

3

*

N

$

[

"

!乙二醇"

"'BB=

3

*

N

$

[

@

!碳酸钙"

"')))

3

*

N

$

[

=

!初

始
U

K

值"

B')))

$

[

A

!接种量"

B')))\

时$

L

值!多糖

产量"为
"'*B"

3

*

N

发酵液%

根据以上配方进行
!

次重复实验$得到多糖产

量为!

"'A>!r)'A))

"

3

*

N

$均高于设计实验
*

组的

产量$比 基 础 发 酵 培 养 基 产 糖 量 !

#'=!" r

)'*))

"

3

*

N

相比提高了
B='#!\

$得到了在该条件

下的最优发酵工艺%

:':

!

持水作用效果与分析

将制成的生物持水剂加入经灭菌烘干的土样

中$分别置于
">n

与
@=n

的温箱内%每间隔一段

时间测量其质量$利用
#'A'@

中给出的公式计算其

失水速率$结果见图
"

)

!

%

图
:

!

:Fb

下土壤的失水速率

图
;

!

<?b

下土壤的失水速率

结果表明&在
">n

和
@=n

下$由
Vc)@

菌株所

制成的微生物持水剂相对于灭菌的发酵液和无菌水

的
"

个对照$失水速率较低$也即有明显的持水能力%

但
@=n

下的失水速率均高于
">n

下$这可能是由于

温度较高时$水分的自然蒸发速率较大而造成的%

细菌培养液之所以能起到持水作用$主要是因

为该菌株富含胞外多糖$而糖类含有许多羟基等亲

水性基团$因而能吸附水分子$达到保水的目的%土

壤中存在种类及数量巨大的微生物$其中细菌占绝

大多数$由细菌所产生的胞外多糖所带的羟基等亲

水基团可以与浸透至土壤表面的水分子发生结合而

形成微团聚体$图
@

显示微生物胞外多糖可能的持

水作用方式%土壤微团聚体的形成与土壤肥力以及

土地利用状况有密切关系%

图
<

!

微生物胞外多糖的持水作用机理

贵州省地处中国西南喀斯特!岩溶"地区的中心

地带$分布着世界上面积最广)最为集中也最为典型

的喀斯特景观'

#A

(

%喀斯特地区地形奇特$岩性特

殊$造壤能力低$水土流失严重%因此$如何在水土

流失严重的石漠化地区$充分利用有限的水分资源$

提高造林成活率)保存率$促进林木生长$恢复森林

植被$改善生态环境$已成为亟待解决的重要

问题'

#B<#>

(

%

近年来$对喀斯特地貌的成土机制)土壤的演变

规律及其危害已有了初步认识#在此基础上$大多数

科研工作者认为水土保持是保护和提高土壤肥力的

关键%微生物持水剂好似微型水库$供树木根部缓

慢吸收利用$从而对不同树种的成活率及高生长量

具有有益作用%微生物持水剂的菌种具有来源广

泛)易培养)成本低和原材料易得等优点$很适合用

于改善土壤根部的微生态环境%充分利用微生物持

水作用这一特性对帮助干旱缺水的喀斯特山区农业
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和造林绿化具有实际意义%

;

!

结
!

语

通过均匀设计方法对发酵工艺进行优化$利用

统计学软件
CQCC#)')

对结果进行分析$得到回归方

程$并根据回归方程得到最佳发酵工艺条件&牛肉膏

"')))

3

*

N

$乙二醇
"'BB=

3

*

N

$碳酸钙
"')))

3

*

N

$初始

U

K

值
B')))

$接种量
B')))\

$多糖产量达!

"'A>!r

)'A))

"

3

*

N

%将放射形土壤杆菌应用到保水剂领

域$在实验条件下达到较好的持水效果%该菌株的

持水能力与该菌株富含多糖的特性是分不开的%充

分利用微生物持水作用这一特性对帮助干旱缺水的

喀斯特山区农业和造林绿化具有实际意义%
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